
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(A)

2014～2011

神経筋シナプスの形成・維持機構と筋無力症の解明

Molecular signaling in neuromuscular synaptogenesis and myasthenia

４０２０２３８７研究者番号：

山梨　裕司（Yamanashi, Yuji）

東京大学・医科学研究所・教授

研究期間：

２３２４９０１３

平成 年 月 日現在２７   ６   １

円    37,200,000

研究成果の概要（和文）：我々は、独自に発見した「アダプター様分子Dok-7による受容体型キナーゼMuSKの筋管細胞
内からの活性化」と言う分子機構が、神経筋シナプス（NMJ）の形成・維持シグナルの起点となることや、DOK7遺伝子
の異常がDOK7型筋無力症の原因となることを発見し、Dok-7/MuSKシグナルがNMJの形成と維持に必須であることを解明
した。そこで、本研究ではNMJの形成・維持機構の解明と、その破綻による筋無力症の理解と診断・治療基盤の形成を
目指した。その結果、NMJの形成・維持に重要な新たなシグナル経路・シグナル分子を同定すると共に、NMJの人為的な
拡張技術を開発し、疾患モデルマウスへの治療効果を示した。

研究成果の概要（英文）：We previously revealed that the cytoplasmic adaptor-like protein Dok-7 activates 
muscle-specific receptor tyrosine kinase MuSK, which is required for neuromuscular synaptogenesis and 
maintenance. To understand molecular signaling involved in neuromuscular synaptogenesis and myasthenia, 
we not only studied Dok-7 and MuSK-mediated signaling but also other signaling pathways in skeletal 
muscle. Our findings revealed that the chaperon protein Mesdc2 plays an important role in cell-surface 
expression of MuSK’s co-receptor Lrp4, which is essential for NMJ formation and maintenance. Also, we 
found that the MuSK activator agrin has a separate role in postnatal maintenance of NMJ. Furthermore, we 
developed an adeno-associated viral vector (AAV-D7), which expresses Dok-7, and showed that AAV-D7 
treatment enlarged NMJs and restored motor activities of DOK7 myasthenia model mice, resulting in 
enhancement of their survival.

研究分野：分子生物学

キーワード： 細胞内シグナル伝達
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 神経筋シナプスは神経筋接合部（NMJ：
Neuromuscular Junction）とも呼ばれ、運動
神経の軸索末端と筋管（筋繊維）中央部の後
シナプス構造を連結し、アセチルコリン
（ACh）を伝達物質とする骨格筋収縮の運動
神経支配に必須の役割を担っている。それ故、
NMJ の喪失は我々の呼吸を含めた運動機能の
喪失を意味し、その機能不全は易疲労性の筋
力低下や運動機能障害を引き起こす。この
NMJ の形成と維持は筋特異的な受容体型チロ
シンキナーゼMuSKによって制御されており、
MuSK は共受容体である Lrp4 を介して運動神
経由来のタンパク質Agrinによって活性化さ
れることが知られていた（図１の E18.5）。し
かしながら、マウス胚の発生過程において、
まず、MuSK 依存的でありながら運動神経を必
要としない後シナプス構造の形成が先行し、
引続き、後シナプス部位への運動神経軸索の
伸展によってNMJが形成されることが新たに
報告され、未解明の筋管自律的な MuSK 活性
化機構の存在と重要性が推論されていた。 

 その様な状況の下、代表者らは独自に単離
した骨格筋のアダプター様分子Dok-7がMuSK
の細胞内領域に直接作用し、活性化すること
が MuSK 依存的な後シナプス構造の形成、ひ
いてはNMJの形成と維持に必須であることを
解明した。さらに、ヒト DOK7 遺伝子の異常
による遺伝病（DOK7 型筋無力症）を発見し、
同疾患では Dok-7 の MuSK 活性化能の低下に
伴うNMJの形成不全が認められることを明ら
かにした。加えて、Dok-7 が Agrin による細
胞外からの MuSK の活性化にも必須であるこ
とを示し、Dok-7 による筋管内での MuSK の活
性化が後シナプス構造の形成を筋管自律的
に誘導し、その後、運動神経軸索末端由来の
AgrinによるMuSKのさらなる活性化によって
NMJ が形成・維持されることを明らかにした
（図１）。この Agrin の必要性については、
NMJ での神経筋伝達時に、ACh が AChR の開口
を促すだけでなく、その後シナプス領域での
高密度の凝集を離散させる効果があり、その
離散効果から後シナプス領域を防護するた
めに必要であることが明らかとなっている。
しかしながら、もし Agrin の存在意義が、
Dok-7によるMuSK活性化の補助のみであれば、
なぜ、Dok-7 の発現レベルの増強で対応しな

いのかについては、謎のままであった。 
 他方 MuSK の共受容体である Lrp4 は、上述
の通り、Agrin の直接の受容体として機能し、
AgrinによるMuSK活性化に必須の役割を担っ
ている。しかしながら、胎仔期の Agrin 非依
存的、かつ、MuSK 依存的な後シナプス構造の
形成にも Lrp4 が必須であることが明らかに
された。これは、我々が見出した、Dok-7 に
より MuSK が直接活性化される現象と見かけ
上矛盾する知見であるが、本研究の開始時に
は、その実体は不明であった。 
 以上の通り、我々はマウスの胚発生の過程
で認められる、運動神経や Agrin に非依存的
な後シナプス構造の形成が、筋管細胞内のア
ダプター様分子であるDok-7に依存的なMuSK
活性化によることを解明したが、なぜ、MuSK
には二つの活性化因子（Agrin と Dok-7）が
存在するのか、また、なぜ、Dok-7 は MuSK を
直接活性化できるにも関わらず、Lrp4 を失っ
たマウスでは、Dok-7 と MuSK 依存的な後シナ
プス構造の形成が認められないのかなど、
Agrin、Lrp4、MuSK、Dok-7 による NMJ 形成シ
グナルには解明すべき課題が数多く残され
ていた。 
 
２．研究の目的 
 前項で述べた通り、我々は「アダプター様
分子Dok-7による受容体型チロシンキナーゼ
MuSK の筋管細胞内からの直接の活性化」と言
う全く新しい分子機構が、神経筋シナプス
（NMJ）の形成・維持シグナルの起点となる
ことや、DOK7 遺伝子の異常が劣性の遺伝病で
ある先天性筋無力症（DOK7 型筋無力症）の原
因となることを発見し、Dok-7 が NMJ の形成
と維持に必須であることを解明した。そこで、
本研究においては、NMJ の形成・維持の根幹
をなすDok-7依存的な骨格筋シグナル経路に
加え、運動神経と骨格筋の緊密な連携を支え
る未同定のシグナル経路の詳細を解明し、そ
の破綻による疾病の理解と制御を目指す。特
に、１）MuSKの二つの活性化因子であるDok-7
と Agrin の機能分担や、２）Dok-7 による MuSK
活性化における Lrp4 の機能、の解明を重要
な研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) MuSK 活性化による NMJ の形成・維持機構
の解析 
① MuSK シグナル分子の解析 
 上述の通り、Dok-7、Agrin、Lrp4 による受
容体型チロシンキナーゼMuSKの活性化がNMJ
の形成・維持に必須であることは良く理解さ
れているが、活性化された MuSK による NMJ
の形成・維持機構の多くは未解明である。そ
こで、MuSK 活性化時のシグナル伝達について、
プロテオミクスやジェノミクス解析による
関連シグナル因子の同定を進めた。 
 
② Dok-7によるMuSK活性化におけるLrp4機
能の解析 



 我々は Dok-7 が直接、MuSK の細胞内領域に
作用し、活性化できることを既に報告してい
る。しかしながら、Lrp4 欠損マウスでは、
Dok-7 と MuSK による筋管自律的な AChR の凝
集誘導（後シナプス分化）が認められない。
そこで、筋特異的に Dok-7 を高発現するトラ
ンスジェニックマウス（Dok-7 Tg マウス）を
利用して、Dok-7の高発現時にも、Lrp4がMuSK
活性化や筋管自律的な後シナプス分化に必
要かどうか、検討した。 
 
③ Lrp4 制御機構の解析 
 Lrp4 については、それが MuSK 活性化に必須
の役割を担っていることは理解されている
が、その発現や機能の制御機構については未
解明の部分が多い。そこで、本研究では Lrp4
会合分子の同定と Lrp4 の発現・機能制御機
構について検討を進めた。 
 
(2) MuSK 活性化以外の NMJ 形成・維持機構の
解析 
 近年、FGF による前シナプス分化誘導や
Laminin による NMJ の維持機構など、MuSK 活
性化以外の NMJ 形成・維持機構が提唱されて
いる。そこで、我々は Agrin が Laminin を含
め、Lrp4 以外の多様な NMJ 関連分子にも会合
できることに着目した。本研究では、上記
Dok-7 Tg マウスでの Dok-7の高発現によって
MuSK の活性化が高度に誘導されることを利
用し、MuSK が十分に活性化されている状況で
の Agrin 依存的な NMJ 形成・維持機構の有無
を検討した。 
 
(3) 先天性筋無力症の原因遺伝子の探索 
 我々がヒト DOK7 遺伝子の劣性遺伝病とし
て DOK7 型筋無力症を発見したように、上記
の過程で同定された新たなNMJ関連分子につ
いて、原因遺伝子が未同定の先天性筋無力症
例での遺伝子変異の有無を検討した。 
 
(4) NMJ 形成シグナルの増強による筋無力症
治療技術の開発 
 NMJ 疾患である筋無力症には NMJ 形成不全
を伴う症例が多く、NMJ 形成シグナルの人為
的な増強による治療技術の開発が希求され
ている。そこで、本研究では、骨格筋への長
期・高効率の遺伝子導入に適したアデノ随伴
ウイルス（AAV）をベクターとして、Dok-7 の
発現増強によるNMJ形成増強治療の開発研究
を進めた。 
 
(5) 重症筋無力症の新たな診断法の確立 
 重症筋無力症はNMJの後シナプス部位に対
する自己抗体により発症する自己免疫疾患
であり、我々は独自に開発した高感度の検出
法により抗 Lrp4 抗体陽性の重症筋無力症例
を世界で初めて同定した。そこで、本研究で
は当該検出法に基づく診断法の確立を進め
た。 
 

４．研究成果 
(1) MuSK 活性化による NMJ の形成・維持機構
の解析 
① MuSK シグナル分子の解析 
 マウス骨格筋のNMJ形成部位と非形成部位
の検体を調製し、主として発現プロファイル
解析による網羅的な検討を行ったところ、
NMJ 形成部位での発現が有意に高い遺伝子群
を同定することができた。そこで、現在、こ
れらの遺伝子産物が NMJ構成因子や NMJ形成
制御因子であるか否かについて検討を進め
ている。 
 
② Dok-7によるMuSK活性化におけるLrp4機
能の解析 
 我々は、少なくとも in vitro の系では
Dok-7 が MuSK の細胞内領域に直接作用し、活
性化することを見出している。そこで、Dok-7
を筋特異的に過剰発現する Dok-7 Tg マウス
に Lrp4 の欠失を導入することで、Dok-7 によ
る MuSK 活性化での Lrp4 機能の解明を目指し
た。その結果、Lrp4 が発現していないマウス
の骨格筋においても、Dok-7 の筋特異的な過
剰発現により MuSK は活性化され、後シナプ
ス分化が誘導されることが明らかになった。
この結果は、個体においても Lrp4 非依存的
に Dok-7 による MuSK 活性化が可能であるこ
とを示している。しかしながら、Lrp4 欠損
Dok-7 Tg マウスでの MuSK 活性化は、Lrp4 を
発現する Dok-7 Tg マウスに比して極めて弱
く、マウスの筋組織では Dok-7 による MuSK
活性化を Lrp4 が増強していることが解明さ
れた。 
 
③ Lrp4 制御機構の解析 
 NMJ の形成・維持に必須の役割を担う Lrp4
の発現・機能制御機構について知る目的で、
その会合分子の網羅的な探索を行った。その
結果、細胞内のシャペロン分子として知られ
て い る Mesdc2 （ Mesoderm development 
candidate 2）との特異的な会合が明らかに
なった。さらに、Mesdc2 が Lrp4 の糖鎖修飾
と細胞表面上での発現に重要であることも
解明された。上述の通り、Lrp4 が MuSK と複
合体を形成し、筋管細胞膜上で神経由来の
Agrin 受容体として機能していることを考え
ると、Mesdc2 が Lrp4 の機能の場での発現制
御を介して、筋管細胞の後シナプス分化を制
御している可能性が考えられた。そこで、
Mesdc2 の発現を高度に抑制した培養筋管細
胞を作出したところ、Agrin 依存的な後シナ
プス分化の有意な減弱が確認された。以上の
ことから、シャペロン分子である Mesdc2 が
Lrp4 の細胞膜上での発現を正に制御するこ
とで、後シナプス構造の形成・維持に機能し
ている可能性が明らかになった。 
 
(2) MuSK 活性化以外の NMJ 形成・維持機構の
解析 
 我々は Dok-7 が Agrin 非依存的に MuSK を



活性化できることや、Agrin による MuSK 活性
化にDok-7が必要であることを発見したこと
から、なぜ、２種の MuSK 活性化因子が NMJ
の形成と維持に必須であるのか、と言う疑問
を抱いていた。そこで、Agrin の第２の機能
について検討する意図を含め、Dok-7 Tg マウ
スでの筋特異的な Dok-7 の過剰発現により
MuSK活性化を維持した状態でのAgrin欠損の
影響を検討した。その結果、Agrin の非存在
下でも、Dok-7 による高度の MuSK 活性化によ
って、胎仔期の NMJ は問題なく形成されるこ
とが判明し、胎仔の NMJ 形成における Agrin
に必須の機能は、Dok-7 による MuSK 活性化で
代替可能であることが示された。しかしなが
ら、胎仔期に形成された NMJ は、出生直後か
ら徐々に萎縮を開始し、５週齢では明らかな
形成不全を呈し、Agrin をもたない Dok-7 Tg
マウスは８週齢までに全個体が致死となっ
た。この事実は、Agrin が MuSK 活性化とは異
なる、それも、出生後の NMJ の維持に必須の
機能をもつことの発見であり、現在、この未
知の機能の解明を進めている。 
 
(3) 先天性筋無力症の原因遺伝子の探索 
 本研究から、既に発表したMesdc2を始め、
複数の新規NMJ関連遺伝子が同定されている。
現在、Mesdc2 を含め、その遺伝子異常と先天
性筋無力症との関連を検討している。 
 
(4) NMJ 形成シグナルの増強による筋無力症
治療技術の開発 
 我々が世界に先駆けて作出した Dok-7 Tg
マウスでは、Dok-7 の筋特異的な過剰発現に
より MuSK が高度に活性化され、筋管上に形
成されるNMJの後シナプス部位が拡張すると
共に、対合する運動神経軸索末端の前シナプ
ス部位も拡張し、NMJ 全体が拡張した。しか
しながら、当該マウスの運動機能には、NMJ
の拡張による明らかな障害は認められなか
った。そこで、本研究では、Dok-7 の発現誘
導によるNMJ形成シグナルの増強を基盤とす
る筋無力症治療技術の開発研究を進めた。 
 Dok-7 の発現誘導には、既に欧州にて承認
された治療薬や、様々な治験にも使用されて
いるアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）を
使用し、ヒト DOK7 遺伝子の発現ベクター
（AAV-D7）を作出した。この AAV-D7 を８週
齢の正常マウスに経静脈投与したところ、数
日後に、NMJ の顕著な拡張が確認された。そ
こで、我々が発見したヒト DOK7 遺伝子の劣
性遺伝病である DOK7 型筋無力症に高頻度に
認められる異常に相当する遺伝子異常をマ
ウスに導入し、生後９日齢で顕著な運動機能
障害を呈するモデルマウス（DOK7 型筋無力症
マウス）を作出し、発症後の AAV-D7 投与に
よる治療効果を検証した。その結果，９日齢
での投与により、投与後３日目には運動機能
の改善が、また、投与後７週目には正常な運
動機能の回復が認められ、DOK7 型筋無力症マ
ウスの早期の致死性も回避され、９日齢での

一回の AAV-D7 投与による１年以上の延命効
果が確認された。これらの成果は、少なくと
もマウスモデルにおける AAV-D7 の治療効果
と高度の安全性を示すものである。 
 
(5) 重症筋無力症の新たな診断法の確立 
 我々が抗 Lrp4 抗体陽性の重症筋無力症例
を世界に先んじて報告した後、欧米を含めた
多様な地域で抗 Lrp4 抗体陽性の重症筋無力
症例が報告された。さらに、他のグループか
ら、マウスモデルにおける当該抗体の病原性
も確認され、当該疾患の診断法として、Lrp4
抗体の測定が広く認められるようになった。
残念ながら、Lrp4 以外の抗体陽性例に対応す
る診断技術の確立には至らなかった。 
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